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Ⅰ．要約 
 
閉経後エストロゲン受容体（ER: Estrogen Receptor）陽性乳癌に対するホルモン治
療の第一選択薬として、アロマターゼ阻害薬（AI: Aromatase Inhibitor）は広く用い
られている。しかし、AI治療に対し抵抗を示す症例は少なくなく、AI耐性機序の解
明は大きな課題である。 
AI 耐性乳癌の分子生物学的機序を解明するため、ER 陽性乳癌細胞 T-47D を、AI
投与下のステロイドホルモン環境を模した、エストロゲン枯渇・アンドロゲン添加と
した培地において長期培養し、AI耐性乳癌細胞株を樹立した。耐性株は ERαを喪失
し、エストロゲン依存性の増殖を示さなくなっていた。一方、アンドロゲン濃度依存
性の増殖促進反応がみられ、アンドロゲン添加時のアンドロゲン受容体（AR：
Androgen receptor）活性は親株 T-47Dに比べ亢進していた。また、耐性株では AR
とその応答遺伝子である PSA の発現が大きく上昇していた。親株と耐性株における
発現遺伝子の変化をマイクロアレイにより解析したところ、AR のコアクチベーター
である DDC(L-DOPA decarboxylase)の発現が耐性株において著明に亢進していた。
DDCの阻害剤を用いた細胞増殖試験と ARの応答遺伝子の発現量の検討から、DDC
は AR の転写活性を促進し、AR を介した細胞増殖機構を増強させる因子の一つであ
ることが示された。また、AI 治療中に再発した乳癌検体を用いて免疫化学染色を行
い、再発乳癌の中に PSA が陽転化した症例を認め、それらの症例では AR の転写活
性が初発時に比べ亢進していることが推測された。 
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以上から、T-47D から樹立した AI 耐性乳癌細胞は、ER 依存性であった細胞増殖
様式を AR依存性へと変化させ、その契機として ARと DDCの発現上昇が関与して
いることが考えられた。AIの耐性機序としての ARの働きの報告はこれまでになく、
さらなる検討により ARを標的とした新規乳癌治療が可能となると考える。 
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Ⅱ．研究背景 
日本において、乳癌は女性の悪性腫瘍の中で最も罹患数が多く、罹患率・死亡率とも
に一貫して増加を続けている１）。閉経後乳癌の約3分の2の症例がエストロゲン受容体
（ER: Estrogen Receptor）を有する、エストロゲン依存性の腫瘍であり、そのよう
な腫瘍に対してはホルモン療法が用いられている。閉経後の女性では、卵巣でのエス
トロゲン産生が減少するが、末梢脂肪組織や乳腺などの局所においては副腎由来のア
ンドロゲンがアロマターゼにより変換され、エストロゲンが産生されている２）。した
がって、アロマターゼ活性を阻害し、局所でのエストロゲン産生を減少させるアロマ
ターゼ阻害剤（AI：Aromatase Inhibitor）は閉経後エストロゲン依存性乳癌患者に
対するホルモン療法として広く用いられている。しかし、初期治療でAIが奏功した後
にAIへの耐性を獲得する症例も存在する３）。本邦では、術前・術後にアナストロゾー
ルを継続投与する臨床試験において、術前治療にて奏功した17例中、2例が術後補助
療法中に再発したことが報告されている4)。臨床において、そのような耐性を克服す
ることは不可欠な課題であり、AI耐性機構を解明するために、これまでに様々な研究
が行われてきた。例えば、ER経路のup-regulation5,6)や成長因子に由来する経路7,8）、
ERとcross-talkを起こすようなMAPK,PI3K/Akt経路のような細胞内伝達経路6,9)な
どがAI耐性モデル乳癌細胞で同定されている。これらの研究を含め、これまでに行わ
れてきた研究では、エストロゲン濃度が低下しているAI投与下のホルモン環境を想定
し、エストロゲンなどのステロイドホルモンを全て除去した培地で長期培養されたエ
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ストロゲン枯渇耐性細胞を一般的にAI耐性モデルとして用いてきた。 
閉経後女性では、エストロゲンはアロマターゼによりアンドロゲンから合成される
ため2,10)（図1）、AIによる治療はエストロゲン産生量を減らすだけではなく、アンド
ロゲン量を増加させると考えられている10,11)。アロマターゼ阻害剤であるエクセメス
タンを用いた治療により、治療前に比べて腫瘍内のジヒドロテストステロン
（DHT:Dihydrotestosterone）とテストステロンはそれぞれ上昇したと報告されてい
る11)。一般的には、アンドロゲンはER陽性乳癌に対して増殖抑制的に働くと考えら
れている11-13)。従って、AIの利点はエストロゲンを減少させることに加えて、アンド
ロゲンによる抗腫瘍増殖効果を増大させることにある。一方、アンドロゲンは乳癌細
胞に対して増殖を促進するという報告もあり14)、アンドロゲンは乳癌に対し何らかの
影響を与えると考えられ、その存在は近年注目されている。 
従来報告されている AI 耐性モデルよりも、さらに臨床的なホルモン環境に近い状
態で AI 耐性モデルを樹立しその耐性機構を解明するため、東北大学医学系研究科分
子機能解析学分野では、ER 陽性乳癌細胞をステロイドホルモンを除去した培養液に
アンドロゲンを添加して長期培養して樹立した AI 耐性乳癌細胞株について研究して
きた。その中の一つである、乳癌細胞株MCF-7より樹立した AI耐性モデル Androgen 
Metabolite-Dependent and Estrogen-Depletion-Resistant (AMD-EDR)細胞はアンドロゲン
代謝酵素である HSD3B1 を過剰発現し、アンドロゲン代謝産物である 3βdiol の産
生が亢進していることが花村らにより報告されている 15)。このモデル細胞では ERα
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はエストロゲン枯渇状態においても、エストロゲン作用を持つアンドロゲンである
3βdiol により活性化されるため、細胞の増殖促進がみられた（図 1、図 2）。ER の
down-regulatorであるフルベストラントは AMD-EDR細胞の増殖を阻害したため、
このモデル細胞が持つ AI 耐性機序と同じような性質を持つ進行再発乳癌にはフルベ
ストラントが効果的であると考えられた 15)。 
臨床においてフルベストラントは２次ホルモン治療として用いられており、AI 無
効例を対象とした、フルベストラントを用いた臨床試験ではその奏功率は約 50%であ
った 16)。この結果から AIによる 1次ホルモン治療が無効となった症例では、約半数
が既に ERを標的とした治療に対しての耐性を獲得していると推測できる。従って、
花村らにより報告された AMD-EDR細胞は多様な AI耐性機構のうちの一つであり、
他の AI耐性機構の解明が必要であると考えた。 
 
Ⅲ．研究目的 
以上のような背景より、AMD-EDR細胞の親株MCF-7とは異なる、ER陽性乳癌細
胞株 T-47D を親株として AI 耐性株を樹立し、その性質を探索することで、新たな
AI耐性機序を発見することを目的とした。 
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Ⅳ．研究方法 
1. 使用薬剤と抗体 
エストラジオール、テストステロン、ジヒドロテストステロン, ビカルタミド、フル
ベストラント、NSD-1015 (3-ヒドロキシベンジルヒドラジンジヒドロクロリド) はシ
グマアルドリッチ (St. Louis, MO, USA)より購入した。 
 
2. 細胞培養 
ER 活性を生存細胞で観察できるように、ER 陽性乳癌細胞株 MCF-7 と T-47D にそ
れぞれ ERE (ERE:Estrogen Response Element）-GFP ( green fluorescent protein)
レポータープラスミドを安定導入したものを使用した 17)。EREに ERが結合すると、
GFP蛋白が発現誘導されて蛍光を発する(図3)。MCF-7、T-47DはRPMI1640培地 (シ
グマアルドリッチ)に 5%あるいは 10%のウシ胎児血清 (FCS; fetal calf serum 
Tissue Culture Biogicals, Turale, CA, USA)を加えたものを用いて 37°C、5% CO2 
で 培 養 し た 。フェノー ル赤無添 加 (PRF:Phenol red free)の RPMI 培 地 
(PRF-RPMI)(Gibco, Brl, Grand Island, NY, USA)に 5%あるいは 10%のデキストラ
ンコート・チャコール処理をしたウシ胎児血清  (DCC-FCS: dextran-coated 
charcoal-treated FCS)を加えた培地をステロイドホルモン除去培地として使用した。
AMD-EDR 細胞は、MCF-7 をステロイドホルモン除去培地にテストステロンを
100nM となるよう添加した培地で 3 カ月以上培養し樹立され、同じ培地条件にて培
養を続けた 15)。  
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3. 細胞増殖試験 
細胞をステロイドホルモン除去培地で 3 日間培養した後、24 ウェルプレートに 1 ウ
ェルあたり 20,000 個となるよう播種し、試験対象のステロイドホルモンあるいは薬
剤を添加して 4 日間培養した。その後細胞を回収し、自動細胞計測機 Sysmex 
CDA-500 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan)を用いて細胞数を測定した。 
 
4. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
ERがEREに結合することによりホタルルシフェラーゼ蛍光を発する、ERE-tk-ルシ
フェラーゼレポータープラスミドを導入しER活性を測定した18）。 ARがアンドロゲ
ン応答配列（ARE:Androgen response element）に結合することによりホタルルシフ
ェラーゼ蛍光を発するARE-tk-ルシフェラーゼレポータープラスミド 
pGLPSAp5.819) は溝上敦先生（金沢大学）より譲渡された。 ルシフェラーゼレポー
タープラスミドの細胞への導入効率を補正するコントロールベクターとしてウミシ
イタケルシフェラーゼレポータープラスミド pRL-TK (Promega, Madison, WI, 
USA)を用いた。3日間ステロイドホルモン除去培地で培養した細胞を6cmディッシュ
に 3×105 個となるよう播種し、48時間後に0.5µgのERE-tk-ルシフェラーゼレポータ
ープラスミドあるいはARE-tk-ルシフェラーゼレポータープラスミドと、0.05 µgの
コントロールベクタープラスミドを5 µlのTransIT LT-1 reagent (Mirus Co., 
Madison, WI, USA) と300µlのPRF-RPMI1640培地と混合したものを添加し、一時
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導入した。その3時間後に試験対象のステロイドホルモンや薬剤を添加し、2日後に細
胞を回収しDual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)を用いてルシフェラ
ーゼ活性を測定した。ホタルルシフェラーゼ発現はコントロールレポーターのウミシ
イタケルシフェラーゼに対する比率として計算した。  
 
5. リアルタイム PCR解析 
細胞からISOGEN (Nippon Gene Co., LTD., Toyama, Japan)を用いてRNAを抽出
し、QuantiTect reverse transcription kit (Qiagen N.V.,Venlo, The Netherlands)を
用いて逆転写しcDNAを作成した。2µlのcDNAを用いてreal-time polymerase chain 
reaction (リアルタイムPCR)を施行し、Step One real-time PCR system (Life 
Technologies Japan, Tokyo, Japan) により目的のmRNA量を測定した。標的遺伝子
及びハウスキーピング遺伝子（RPL13A）の発現量を定量するために、遺伝子濃度が
既知のスタンダードを使用してスタンダード曲線を作製し、標的遺伝子の相対量を定
量した。mRNAレベルはRPL13Aに対する相対量として算出し、比較・解析を行った。
プライマー配列は表１に示す。 
 
6. ウェスタンブロッティング 
Complete Lysis-M (Roche, Indianapolis, IN, USA)を用いて細胞を溶解し蛋白質を抽
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出した。蛋白質濃度は BCA Protein Assay Reagent (PIERCE, Rockford, IL, USA)
を用いて測定した。10µg の蛋白質をポリアクリルアミドゲル(Super Sep Ace 10%, 
Wako, Osaka, Japan)で電気泳動し、半乾法により PVDF膜(Amersham Hybond-P 
PVDF membrane, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)に転写した。この膜を一
次抗体と一晩反応させた後、標識二次抗体と二時間反応させた。抗原・抗体複合体を
化学発光基質（Immun-Star AP substrate BIO-RAD Laboratories, Hercules. CA, 
USA)と反応させ、目的の蛋白質バンドを LAS-4000 image analyzer (Fuji Photo 
Film Co., Tokyo, Japan)にて可視化した。Loading controlとしてβ-tubulinを用いた。
一次抗体は Cell Signaling Technology (Tokyo, Japan)の β-tubulin (#2146), AR 
(#3202), PSA (#5365)、Santa Cruz Biotechnology, Inc (Dallas, TX, USA.) の ERα 
(sc-7207)を使用した。二次抗体としてヤギ抗ウサギアルカリフォスファターゼ複合体
(Goat Anti-Rabbit-AP (alkaline phosphatase) conjugate, BIO-RAD Laboratories 
(Hercules, CA, USA))を用いた。 
 
7. マイクロアレイ解析 
細胞を 3日間ステロイドホルモン除去培地にて培養後、DHTを 1nMとなるよう添加
し、24時間後に RNAを上述の方法で抽出した。RNAは Low Input Quick Amp 
Labeling Kit (Agilent Technologies, Inc.)を用いて、蛍光色素 Cyanine 3で標識した
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cRNAを作成した。cRNAは遺伝子発現解析用マイクロアレイ(Whole Human 
Genome DNA Microarray 4x44K ver.2.0 (Agilent Technologies, Inc.) )に 18時間ハ
イブリダイズさせた。ハイブリダイゼーションを行ったアレイを洗浄後、Agilent 
Technology 2100 scanner (Agilent Technologies) を使用して発光強度をスキャンし
た。スキャンしたイメージは Feature Extraction version 10.2 (Agilent Technologies) 
にてデータ化した。データ化したアレイデータは GeneSpring 12.5 (Agilent 
Technologies)を用いて、内部コントロールによる補正グローバルノーマライゼーシ
ョン を行い、サンプル間で発現比(fold change)が 2以上の遺伝子を抽出しリストを
作成した。抽出された遺伝子は、パスウェイ解析ソフト IPA(IPA; Ingenuity® 
Systems, www.ingenuity.com)を用いて既に報告されている遺伝子の働きや相互作
用を検索した。  
 
8. 免疫組織化学 
初発乳癌手術後に術後補助療法としてAIを投与中に再発し、再発病変の切除手術が行
われ、初発・再発病変組織が使用可能であった症例21例を対象とした (表2) 。内訳
は東北大学病院7例、東北公済病院5例、宮城県がんセンター5例、岩手県立中央病院4
例。なお以上の検体を用いた研究計画は各病院の倫理委員会にて承認を受けた。 
10%ホルマリン固定パラフィン包埋標本より未染色標本を作製し、ヒストファインキ
ット（ニチレイバイオサイエンス）を使用しstreptavidin-biotin 増幅法にて行った。  
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1次抗体にはERα(ER1D5, Immunotech, Marseille, France)、 PR(MAB429, 
Chemicon, Temecula, CA, USA)、HER2(A0485, DAKO, Carpinteria, CA, USA))、 
Ki-67(MIB1, DAKO, Carpinteria, CA, USA)、AR(AR441, DAKO)、 Prostate specific 
antigen (PSA)（A0562, DAKO）を使用した。ERα・PR・Ki-67・AR・PSAの抗原
賦活化には、クエン酸緩衝液を用いてオートクレーブで120℃, 5分の熱処理を行った。
希釈倍率は各々ERα；1/50、PR；1/30、 HER2；1/200、Ki-67；1/50、AR；1/50、 
PSA；1/20000、抗原・抗体複合体の発色には3.3'-diaminobenzidine(DAB)溶液を使
用し、ヘマトキシリンで核染色を施した。ERα・PgR・AR・Ki67は1000個以上の癌
細胞における陽性細胞数を計測し、その割を算出するLI［labeling Index:陽性細胞の
割合(%)］で評価し、ERα・PgRは1%以上20)、ARはLI 10%以上を陽性とした21)。HER2
の免疫染色は細胞膜上のHER2蛋白の発現に対し、染色動態に従って4段階(スコア)
に評価した22）。PSAは、既出論文に従い、一個でも陽性の癌細胞が認められる場合
を陽性とした23)。全ての免疫組織化学染色の結果は、癌の浸潤巣のみで判定した。 
 
9. 統計解析 
細胞培養試験、ルシフェラーゼアッセイは n=3 で行い平均値の有意差検定を
Student’s t-testで実施した。リアルタイム PCRは n=2で行った。 
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Ⅴ．研究結果 
1. AI耐性細胞の樹立 
PRF-RPMI培地に 10%DCC-FCSと 1%ペニシリン/ストレプトマイシンを添加しテ
ストステロン 100nMとなるよう調製した培地で T-47D細胞を約 3カ月培養した。培
養中、蛍光を発する細胞の割合は徐々に少なくなり、最終的にほとんど蛍光は見られ
なくなった。2つのコロニーを AI耐性細胞株としてクローニングし、A3・B4と名付
けた（図 4）。ERE-GFPの発現により発する蛍光が消失したことから、ERの転写活
性はほぼ消失していることが推測された。 
 
2. 耐性株および親株のエストロゲンに対する反応 
ERE-GFP蛍光が消失したことから、耐性株 A3・B4の ER転写活性の消失が示唆さ
れたため、エストロゲンに対する細胞の反応について検討した。親株 T-47Dはエス
トラジオール 100pM添加時にコントロールに比べ細胞数は約 2倍に増加したが、
A3・B4は細胞数の変化はみられなかった(図 5)。次に、ER活性を測定するため、ERE
ルシフェラーゼレポーターを一時導入し、ルシフェラーゼアッセイを行った(図 6)。
T-47Dはコントロールに比べて、エストラジオール 100pM添加により約 8倍に ER
活性は上昇したが、A3・B4はほとんどエストラジオール添加による活性の変化はな
かった。これらの結果から、A3・B4では T-47Dが有している ERを介した細胞増殖
機構が機能していないと考えられた。T-47Dと A3・B4についてウエスタンブロッテ
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ィングを行ったところ、A3・B4では ERαの蛋白質発現はほとんど認められなかっ
た（図 7）。また、リアルタイム PCRにてmRNAの発現量を測定したところ、T47D
に比べ、A3及び B4では ERαとその応答遺伝子である PgR、Bcl-2の発現が著明に
低下していた（図 8）。以上から、A3及び B4では ERの機能のみならず ERαの発現
もほぼ喪失していることが示された。 
 
3. 耐性株および親株のアンドロゲンに対する反応 
AMD-EDRでは、DHTによる増殖促進反応が認められていたため 15）、T-47Dと耐性
株 A3・B4に対して同様に DHTを添加した細胞増殖試験を行った（図 9上）。T-47D
はコントロールに比べて細胞数はわずかな増加傾向にあったが、有意差は得られなか
った。しかし、耐性株 A3・B4では DHTの濃度依存性に増加を示し、T-47Dに比べ
有意に増殖は促進した。AMD-EDRは、DHT100nMにおいて親株MCF-7に比べ有
意に増殖は促進した（図 9下）。AMD-EDR細胞において DHTはエストロゲン様ア
ンドロゲンである 3β-diolの前駆体として作用するため 15）、細胞増殖には 100nMと
いう高い濃度を要した。しかし A3・B4ではわずか 100pMから細胞増殖の亢進がみ
られたため、この細胞において DHTは直接リガンドとして作用していることが推測
された。 
また、ARアンタゴニストであるビカルタミド、選択的 ERダウンレギュレーター
であるフルベストラントを DHTとともに添加し、同様に細胞増殖試験を行った（図
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10）。DHTによる増殖促進効果は、フルベストラントを添加しても抑制されず、ビカ
ルタミドにて抑制されたことから、この反応は ERではなく ARを介していることが
示唆された。 
  
4. 耐性株および親株における ARの転写活性 
耐性株では ARを介した増殖促進反応がみられたことから、AR活性を測定するため、
AREルシフェラーゼレポーターを一時導入しルシフェラーゼアッセイを行った(図
11)。T-47DではDHT1nM添加によりAREルシフェラーゼ活性の変化はなかったが、
A3・B4ではコントロールに比べ活性上昇が認められた。AREと EREの配列が類似
していることにより、ARが EREに作用するという報告があるため 24）、EREルシフ
ェラーゼレポーターアッセイを行った（図 12）。T-47D・A3・B4いずれにおいても、
有意差は得られなかったが DHT添加により EREルシフェラーゼ活性値はやや減少
し、ビカルタミドを DHTとともに添加することにより、DHTによる ER活性の減少
は回復した。DHTによる細胞増殖促進反応は EREを介していないことが証明され
た。以上から、A3・B4はアンドロゲンにより細胞増殖が促進し、その反応は ARを
介していることが示された。次に、ARとその応答遺伝子の PSA25)の発現についてリ
アルタイム PCRによりmRNA発現量を測定したところ、A3及び B4では T-47Dに
比べて発現上昇がみられ、とりわけ PSAの発現量上昇は顕著であった（図 13）。同
様に蛋白質発現量を調べたところ、A3・B4では T-47Dに比べて ARと PSAの発現
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が、著明に上昇していた(図 14)。 
 A3及び B4では、ARの標的遺伝子である PSAの発現量が著明に増加しているこ
とから、ARの転写活性が親株 T-47Dに比べて亢進していることが示唆された。また、
ARの発現量の増加が ARを介した増殖経路の活性化に寄与している一因と考えられ
た。 
 
5. マイクロアレイによる遺伝子解析 
 耐性株 A3・B4では、ARを介した増殖経路を活性化させる一つの因子として AR
の発現上昇が示唆されたが、ARの標的遺伝子の発現増加量は ARの発現量増加を凌
駕するものであり、ARの発現量の他にも、ARを介した増殖経路の活性化に寄与す
る因子がある可能性を考えた。DHT1nM添加時に、T-47Dに比べ A3では有意に細
胞増殖反応の亢進がみられたため、この濃度の DHT添加時における T-47D・A3の
発現遺伝子を比較することで、A3のアンドロゲン依存性増殖経路に関与する遺伝子
を同定することができると考えた。T-47D・A3から抽出した RNAを用いてマイクロ
アレイによる発現遺伝子解析を行った。得られたアレイデータから、データ解析ソフ
ト GeneSpringGXを用いて、サンプル間の遺伝子の発現比を解析した。T-47Dに対
して、A3において発現比が 2倍以上であった遺伝子は 2393遺伝子、A3に対して
T-47Dにおいて発現比が 2倍以上であったものは 2779遺伝子であった（図 15）。A3
において増加していた 2393遺伝子から、パスウェイ解析ソフト IPAを用いて、「AR」
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かつ「Cancer」との関連が既に報告されている遺伝子を抽出したところ、25遺伝子
が選出された(表 3)。最も高い発現比であった遺伝子は、ARの標的遺伝子として最も
代表的である KLK3 (PSA)25)であり、その発現比は 438倍であった。2番目に高い発
現比であった遺伝子は DDC (L-dopa decarboxylase)であり、その発現比は 107倍で
あった。DDCは現在までに乳癌との関連は報告されていないが、ARの coactivator
であり、前立腺癌細胞では過剰発現により細胞増殖促進効果が報告されている 26)た
め、DDCについてさらなる検討を行った。 
 リアルタイム PCRを行いmRNAの発現量を測定したところ、T-47Dに比べ A3で
は 22倍、B4では 36倍の発現上昇を認めた（図 16）。DDCの作用についてさらに検
証するため、DDC阻害剤である NSD-1015を用いた細胞増殖試験を行った（図 17）。
図 8と同様にA3・B4ではDHT1nMによりコントロールに比べ細胞数は増加したが、
この増殖促進反応は NSD-1015を添加することで、有意差は得られなかったが濃度依
存的に抑制傾向がみられた。また、ARの標的遺伝子である PSAのmRNA発現に対
する NSD-1015の影響を調べた（図 18）。ビカルタミドに比べると抑制効果は小さか
ったが、NSD-1015の添加により PSAの発現量は減少傾向がみられた。以上の結果
から、A3・B4では DDCの発現上昇により ARの活性が亢進していることが示唆さ
れ、ARが AI耐性機構として機能するための重要な因子となっていることが考えら
れた。 
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6. 乳癌組織における AR・PSAの発現 
耐性株において ARと PSAの発現が亢進していたことから、ARと PSAは AR依存
性増殖を示す乳癌の指標となる可能性があると考えた。耐性株が持つ性質と同様に、
ERα陰転化・AR発現亢進・PSA発現亢進の特徴を示す AI耐性乳癌の存在を探索す
るため、AI耐性乳癌症例 21例におけるホルモン受容体・PSAの発現を免疫組織化学
的に検討した(表 4、5)。再発時に ERαが陽性から陰転化した症例は 5例であった。
初発時に ARが陰性であった症例は 9例であり、再発時に陽転化した症例は 3例であ
った。初発時に ARが陽性であった症例は 12例であり、うち 2例は再発時に陰転化
した。PSAは初発時に陽性であった症例は認められなかったが、再発時に陽性となっ
た症例は 2例であった（表 5；症例番号 8,14）（図 19）。2例の PSA陽性症例で、初
発時・再発時ともに ARは陽性であったが、2例とも ARの陽性率は再発時に増加し
てはおらず、ERα の陰転化もなかった。以上の結果から、AI 耐性培養細胞と全く同
じ特徴を持つ乳癌症例は１例も認められなかったが、AI耐性再発症例中には PSAの
発現が亢進していたことからARの転写活性が亢進している可能性のある症例もある
ことが示唆された。 
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Ⅵ．考察 
1. 耐性株における ERαの喪失 
培養細胞が生存している状態で ER活性を評価するために、本研究では ERE-GFPを
導入した T-47D 細胞を使用し、耐性株の樹立を試みた。しかしながら、長期培養中
に ERE-GFPの発現による蛍光は消失した。細胞増殖試験とルシフェラーゼアッセイ
の結果(図 5、6)から、耐性株は ER の転写活性を喪失しており、また ERα の蛋白発
現もほぼ消失していた(図 7)ことから、ERを介した増殖経路にはもはや依存してしな
いことが明らかになった。これまでにも、T-47D細胞をステロイドホルモン枯渇培地
で長期培養することにより樹立されたエストロゲン枯渇耐性株は、ERαを喪失すると
報告されている 27）。また、東北大学分子機能解析学教室にて過去に樹立された、T-47D
をステロイド枯渇かつ成長因子添加の培地で長期培養して得られたエストロゲン枯
渇耐性株も ERα を喪失していた。T-47D 細胞は本研究のようにアンドロゲンの添加
がなくとも、エストロゲン枯渇状況下の条件のみで ERα を喪失しやすい性質を持っ
ていると考える。臨床においても初発時に ERα陽性であった乳癌が、再発時に ERα
が陰転化していることはしばしば見られ 28）、本研究においても AI耐性乳癌 21例中
6 例にて再発組織では ERα が陰転化していた。そのような乳癌は、T-47D 細胞のよ
うな性質を持っている可能性が考えられ、本研究のように T-47D細胞における AI耐
性機構を探索することは、ERα陰転化再発症例の治療に役立つと考える。 
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2. 乳癌のエストロゲン枯渇耐性獲得にアンドロゲンが与える影響 
本研究では独自の AI 耐性株を樹立する方法として、ステロイドホルモンを除去した
培地にアンドロゲンを添加した培地を用いて乳癌細胞を長期培養した。乳腺組織で
は、アロマターゼによりアンドロゲンからエストロゲンが合成されるため 2）、AI 治
療により乳癌組織内のアンドロゲン濃度は上昇すると報告されている 11）。そのため、
アンドロゲンを添加したエストロゲン枯渇培地において AI 耐性乳癌モデル細胞を樹
立することは、合理的であると考える。厳密には、本研究で樹立した細胞は AI を添
加せず樹立したため AI耐性細胞とは言い切れないかもしれない。しかし、T-47D細
胞は元来アロマターゼの発現量が極端に少ないことが報告されているため 29）、in 
vitroでは必ずしも AIを用いる必要はないと考えた。 
これまでに、アンドロゲンは乳癌の増殖に対し促進・抑制どちらの影響もあると報
告されてきたが 14）、近年、ARは個々の乳癌の種類に応じて、与える影響が異なると
提唱されている 30）。 
ER 陽性乳癌細胞においては、AR は増殖抑制に働くことが示されている。その機
序として、AR は ER に競合して遺伝子のエストロゲン応答配列に結合して ERの転
写活性を抑制することや 24）、ARと ERは共通の転写調節因子を持ち、ARは ERの
転写調節因子を競合して用いることでERの転写活性を抑制することが挙げられてい
る 31）。本研究においても、T-47Dでは DHT添加によって ER活性は減少し（図 12）、
アンドロゲンにより活性化された ARが ERに競合している可能性が示唆された。 
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一方、ER陰性乳癌細胞では、ARは細胞増殖を亢進させることが報告されている。
最も代表的な細胞株は ER 陰性・AR 陽性の molecular apocrine 型である
MDA-MB453である。この細胞では ARシグナルと HER2シグナルのクロストーク
により、細胞が増殖することが示されている 32,33）。 
これらの報告から乳癌において ARは前立腺癌のように ARを介した増殖経路を持
つ傍ら、ER の転写活性を抑制することで、ER 依存性の増殖を抑制すると考えられ
ている。ひとたびエストロゲン枯渇状況などにより ERに依存した細胞増殖が不可能
になった状態では、元来保有していた ARを介する細胞増殖機構が活性化されると推
測されている 30）。 
本研究では、T-47D細胞において、エストロゲンに比較するとわずかではあるが、
アンドロゲン添加時にも増殖促進傾向がみられた（図 9 左）。T-47D は主として ER
依存性に増殖する性質を持っているが、潜在的に AR依存性の増殖機構も保持してお
り、エストロゲン枯渇・アンドロゲン添加とした状況で長期培養することにより、ER
依存性から AR依存性へと性質を変化させていったことが推測された。 
 
3. ARを介する増殖経路の活性化機序 
本研究において、耐性株 A3、B4では ARと DDCの発現量上昇を認めた(図 14,16)。
エストロゲン枯渇状況下の ERα陽性乳癌細胞において、ERαやその共役因子の発現
量が上昇し、エストロゲン感受性が亢進することはしばしば報告されてきた 34）。それ
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と同様の機序で、耐性株では培地中のアンドロゲンを最大限に活用する目的で、AR
やその共役因子である DDC の発現量が上昇したことが推測された。DDC は前立腺
癌細胞において、AR のコアクチベーターであり、臨床においてもその発現上昇は予
後不良と関連すると報告されている 26,35）。乳癌においてはこれまでに DDCに関する
報告はないが、本研究では耐性株において、DDC は著明に発現が増加しており、そ
の抑制によって細胞増殖抑制効果と AR の標的遺伝子の発現低下がみられた（図
17,18）。このことから、耐性株において DDCは ARの転写活性促進に関与する一つ
の因子である可能性が推測された。 
 
4. PSA発現と AR依存性増殖 
AR依存性増殖を示す乳癌が報告されている事から 32,33）、ERα陰性・AR陽性の
乳癌に対してARアンタゴニストであるビカルタミドを新規の乳癌治療薬として用
いる臨床試験が米国で行われ、その臨床的有用率は約 19%であった 36）。このよう
な AR 標的療法が奏功する患者を選別するために、AR 依存性乳癌であることを示
すバイオマーカーの解明が急がれる。本研究の結果から、AR 依存性増殖を示す耐
性株 A3、B4では ERαが消失し(図 7)、ARと PSAの蛋白発現量が亢進しているこ
とから(図 14)、AR 依存性の性質を持つ乳癌のバイオマーカーとして ERα・AR・
PSAが使用できる可能性があると考えた。 
耐性株 A3・B4と同様に、ERα陰転化・AR発現亢進・PSA発現亢進を示す乳癌
の存在について検討するため、AI 投与中に再発した症例に対し免疫組織化学染色
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を行った。耐性株が示した特徴である、ERα陰転化・AR発現量増加・PSA発現量
増加を全て満たす症例は認められなかった。しかし、2 例では再発時にのみ PSA
が発現し、再発時に AR の陽性率そのものは上昇していなかったものの、AR の転
写活性は亢進している可能性があることが推測された。また、ARの陽性率が 90%
と高い症例においても PSAは陰性であり(表 5:症例 11)、ARの発現量のみが ARの
転写活性を規定するわけではないことが示唆された。 
病理組織において AR と PSA の発現量の間に乖離があったことの原因として、
培養細胞で DDCが発現亢進していたように、転写共役因子などが関与している可
能性があると考えた。また、乳腺組織では前立腺組織に比べて PSA の発現量は極
端に少ないため、発現量の少ない症例では検出することができず、免疫染色では発
現の評価に限界があった。少ない発現量でも定量的評価ができる方法を用いれば、
初発・再発時の PSA 発現量の比較などが可能になり、より有用な情報が得られる
と考える。 
女性乳癌組織における PSA 発現の報告は少なく、抗体の希釈濃度などのプロト
コールも多様なため、PSA陽性率について一定の見解は得られていない。本研究と
同一の抗体を用いて行われた Krausらの研究は、PSA抗体希釈濃度(1/10000)も本
研究での濃度(1/20000)と近いものであった。それによると女性初発乳癌 56症例中
に 2例の PSA陽性症例を認め、陽性率は 3.7%であった 23)。 
本研究での PSA陽性率は初発組織で 0%、再発組織では 9.5%であった。AI耐性
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再発組織での PSA 陽性率はペア検体の初発組織との比較のみならず、既存の報告
23)と比較しても高いものであり、AI耐性獲得機構に AR活性が関与している可能性
が示唆された。 
PSA陽転化再発症例 2例では ERα・PgRの陰転化がみられなかったことから、
AI耐性培養細胞のようにER依存性増殖からAR依存性増殖へと完全に性質が変化
したとは言えないが、AR の転写活性が亢進しているにも関わらず再発したという
事実より、この症例における ARは従来報告されてきた ERの転写活性抑制の働き
11,24,31)以外に、癌の増殖に寄与する役割を担っている可能性があると考えた。しか
しながら、PSA発現症例にて AR依存性増殖をしていることは証明できておらず、
今後さらなる検討が必要である。 
 
5. 個々の乳癌の持つ多様性と AI耐性機構 
Kabos らが報告した、患者由来の乳癌組織をマウスに移植して行った研究では、
個々の患者由来の腫瘍に応じて、ホルモン療法に対して異なる反応を示したり、異な
る ER応答遺伝子が存在することが示され、個々人の持つ腫瘍の性質に応じて治療へ
の耐性メカニズムは異なるという仮説が提唱された 37)。培養細胞を用いた本研究から
も、同様の仮説が打ち出された(図 20)。T-47D から樹立した耐性株 A3・B4 は、AI
耐性機構としてアンドロゲンをリガンドとし、AR を介する増殖を示した。一方、花
村がMCF-7より同様の方法で樹立した AI耐性株 AMD-EDR細胞は、エストロゲン
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作用を持つアンドロゲンをリガンドとして、ERを介して増殖するものであった 15)。
今回樹立した A3・B4が、これまでに報告されている AMD-EDR細胞とは異なる AI
耐性機序を示し、またこれまでにも様々な耐性機構の報告があること 4-8)から、AI耐
性機構は一様ではなく、様々なメカニズムがあることが示された。また、MCF-7 と
T-47Dという異なる親株を用いて同様の手法で樹立した AI耐性株が異なる耐性機序
を獲得したことから、どのような AI 耐性機序を獲得するかは、親株の持つ性質に規
定されていることが示唆された。したがって臨床においても、同じ ERα 陽性乳癌で
あっても患者一人一人の持つ原発腫瘍の性質の違いにより、AI 治療に対して異なる
耐性機構を獲得する可能性があると考えた。 
 
Ⅶ．結論 
ER陽性乳癌細胞をエストロゲン枯渇・アンドロゲン添加とした培地で長期培養し AI
耐性モデル乳癌細胞を樹立した。耐性細胞の増殖は ER依存性から AR依存性へと性
質が変化しており、AR とそのコアクチベーターの発現上昇が AR を介する増殖経路
の活性化に関与していると考えられた。新規の AI 耐性機序として、AR 依存性の増
殖経路が存在することが示唆された。さらなる研究により、AR を標的とした乳癌治
療が可能になると考える。 
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Ⅸ． 
図説明 
図 1. ステロイドホルモンの合成経路と代謝酵素(文献 9より抜粋) 
図 2. Androgen Metabolite-Dependent and Estrogen-Depletion-Resistant (AMD-EDR)細胞
における AI耐性機構 
AMD-EDR は HSD3B1(3β水酸化ステロイド脱水素酵素 1)によりアンドロゲンから
合成された 5α-androstane-3β,17β-diol (3βdiol)がERを活性化することにより増殖する。 
図 3. T-47D細胞への ERE-GFPの導入  
ERE (ERE:Estrogen Response Element）-GFP ( green fluorescent protein)レポー
タープラスミドを T-47D 細胞へ安定導入し、エストロゲン(E)によりエストロゲン受
容体(ERα)が活性化され EREに結合すると、GFPが誘導され蛍光を発するようにし
た。  
図 4. AI耐性モデル細胞株の樹立  
ERE-GFP を安定導入した T-47D 細胞をステロイド除去培地にテストステロン
100nM となるよう添加した培地にて培養した。継代を重ねるうちに蛍光は徐々に消
失し、3 ヶ月後には蛍光を発する細胞はほとんどなくなった。2 つのコロニーを AI
耐性モデル細胞としてクローニングし、A3、B4と名付けた。  
図 5. エストロゲン添加細胞増殖試験  
エストロゲン(E2)添加から 4日後の細胞数を計測した。コントロール(0M)の細胞数を
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1とし、平均値±標準偏差をグラフ表示した。P<0.0001（＊） 
図 6. EREルシフェラーゼレポーターアッセイ 
ERE ルシフェラーゼレポーターとコントロールプラスミドを導入後、エストロゲン
(E2)あるいはコントロールとしてエタノールを添加し2日後にルシフェラーゼ活性を
測定した。コントロールのルシフェラーゼ活性を 1 とし、平均値±標準偏差をグラフ
表示した。P<0.05（＊） 
図 7. ウェスタンブロッティングによるエストロゲン受容体(ERα)の蛋白質発現 
図 8. リアルタイム PCR によるエストロゲン受容体(ERα)とプロゲステロン受容体
(PgR) のmRNA発現量 
RPL13Aにより補正し、T-47Dの発現量を 1とする。平均値をグラフ表示した。 
図 9. アンドロゲン添加細胞増殖試験  
ジヒドロテストステロン(DHT)添加から 4 日後の細胞数を計測した。コントロール
(0M)としてエタノールを添加した。コントロールの細胞数を 1とし、平均値±標準偏
差をグラフ表示した。P<0.05（＊） 
図 10. ビカルタミド・フルベストラント添加細胞増殖試験  
ジヒドロテストステロン(DHT)1nM、ビカルタミド(Bic) 10µM、フルベストラント
(Flu)100nMをそれぞれ添加し 4日後の細胞数を計測した。コントロール(0M)として
エタノールを添加した。コントロールの細胞数を 1 とし、平均値±標準偏差をグラフ
表示した。P<0.05（＊） 
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図 11. AREルシフェラーゼレポーターアッセイ 
ARE ルシフェラーゼレポーターとコントロールプラスミドを導入後、ジヒドロテス
トステロン(DHT)1nM、ビカルタミド(Bic) 10µM、コントロールとしてエタノールを
添加し 2日後にルシフェラーゼ活性を測定した。コントロールのルシフェラーゼ活性
を 1とし、平均値±標準偏差をグラフ表示した。P<0.05（＊） 
図 12. EREルシフェラーゼレポーターアッセイ 
ERE ルシフェラーゼレポーターとコントロールプラスミドを導入後、ジヒドロテス
トステロン(DHT)1nM、ビカルタミド(Bic)10µM、あるいはコントロールとしてエタ
ノールを添加し 2日後にルシフェラーゼ活性を測定した。コントロールのルシフェラ
ーゼ活性を 1とし、平均値±標準偏差をグラフ表示した。 
図 13. リアルタイム PCR によるアンドロゲン受容体(AR)と PSA の mRNA 発現量
RPL13Aにより補正し、T-47Dの発現量を 1とする。平均値をグラフ表示した。 
図 14. ウェスタンブロッティングによるアンドロゲン受容体(AR)と PSAの蛋白質発
現 
図 15. マイクロアレイ解析で示された発現遺伝子の比(log2) 
中間の線は A3/T-47Dの発現遺伝子の比が 1を示す。上の線は A3に比べ T-47Dにお
いて 2倍、下の線は T-47Dに比べ A3において 2倍の発現比であることを示す。  
図 16. リアルタイム PCRによる DDCのmRNA発現量 
RPL13Aにより補正し、T-47Dの発現量を 1とする。平均値をグラフ表示した。 
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図 17. NSD-1015添加細胞増殖試験  
ジヒドロテストステロン(DHT)1nM、NSD-1015(NSD)を添加し 4日後の細胞数を計
測した。コントロールとしてエタノールを添加した。コントロールの細胞数を 1とし、
平均値±標準偏差をグラフ表示した。 
図 18. NSD-1015が PSAのmRNA発現量に与える影響 
ステロイド除去培地にて 3 日間培養後、ジヒドロテストステロン(DHT)1nM、
NSD-1015(NSD)、ビカルタミド(Bic)10µM を添加し 24時間後の DDCのmRNA発
現量をリアルタイム PCR にて測定した。RPL13A により補正し、DHT1nM 添加時
の発現量を 1とする。平均値をグラフ表示した。 
図 19. 乳癌組織を用いた PSAの免疫組織化学(400倍)  
Positive controlとして前立腺組織を用いた。症例番号 8・14の 2例で PSA陽性細胞
が認められた。  
図 20. MCF-7, T-47Dから樹立された AI耐性株の耐性機構  
異なる親株より樹立された AI耐性株はそれぞれ異なる AI耐性機構を獲得した。  
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図 1.  
ステロイドホルモンの合成経路と代謝酵素(文献 9より抜粋) 
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図 2.  
Androgen Metabolite-Dependent and Estrogen-Depletion-Resistant (AMD-EDR)細胞にお
ける AI耐性機構 
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図 3.  
T-47D細胞への ERE-GFPの導入  
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図 4.  
AI耐性モデル細胞株の樹立  
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図 5.  
エストロゲン添加細胞増殖試験  
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図 6.  
EREルシフェラーゼレポーターアッセイ 
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図 7.  
ウェスタンブロッティングによるエストロゲン受容体(ERα)の蛋白質発現 
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図 8.  
リアルタイム PCRによるエストロゲン受容体(ERα)・プロゲステロン受容体(PgR) ・
bcl2のmRNA発現量 
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図 9.  
アンドロゲン添加細胞増殖試験  
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図 10.  
ビカルタミド・フルベストラント添加細胞増殖試験  
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図 11.  
AREルシフェラーゼレポーターアッセイ 
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図 12.  
EREルシフェラーゼレポーターアッセイ 
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図 13.  
リアルタイム RT-PCRによるアンドロゲン受容体(AR)と PSAのmRNA発現量 
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図 14.  
ウェスタンブロッティングによるアンドロゲン受容体(AR)と PSAの蛋白質発現 
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図 15.  
マイクロアレイ解析で示された発現遺伝子の比(log2) 
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図 16.  
リアルタイム PCRによる DDCのmRNA発現量 
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図 17. 
 NSD-1015添加細胞増殖試験  
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図 18.  
NSD-1015が PSAのmRNA発現量に与える影響 
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   症例番号 8 
   症例番号 14 
   Positive control 
 
図 19.  
乳癌組織を用いた PSAの免疫組織化学染色(400倍)  
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図 20.  
MCF-7, T-47Dから樹立された AI耐性株の耐性機構  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 56 
 
Ⅹ．表 
 
表 1. リアルタイム PCRに用いたプライマー配列 
Target 
mRNA 
NCBI Reference 
Sequence  
Sequence Final 
(nM) 
Product 
(bp) 
RPL13A NM_012423.3 forward, 5’-CCT GGA GGA GAA GAG GAA AG-3’ 500 126 
  reverse, 5’-TTG AGG ACC TCT GTG TAT TT-3’ 500  
ERα NM_000125.3 forward, 5'-CTC CCA CAT CAG GCA CAT-3' 500 94 
  reverse, 5'-CTC CAG CAG CAG GTC ATA-3' 500  
AR NM_000044.3 forward, 5’-ATG TGG AAG CTG CAA GGT CT-3’ 500 126 
  reverse, 5’-CGA AGA CGA CAA GAT GGA CA-3’ 500  
PgR NM_000926.4 forward, 5’-AGC TCA CAG CGT TTC TAT CA-3' 500 101 
  reverse, 5'-CGG GAC TGG ATA AAT GTA TTC-3' 500  
KLK3 NM_001648.2 forward, 5'-TGT CCG TGA CGT GGA TT-3' 500 107 
  reverse, 5'-ACG AGA GGC CAC AAG CA-3' 500  
DDC NM_001082971.1  forward, 5'-GAA GTC GGT CCT ATC TGC AAC-3' 500 112 
  reverse, 5'-ACT CCA CTC CAT TCA GAA GGT-3' 500  
Bcl-2 NM_000633.2 forward, 5'-GTG GAT GAC TGA GTA CCT GAA C-3' 300 119 
  reverse, 5'-GCC AGG AGA AAT CAA ACA-3' 300  
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表 2.  
AI耐性再発症例の内訳 
 
初発時年齢 中央値 63 歳（48-72 歳） 
再発部位 所属リンパ節 11例   
  胸壁 5例   
  肺 4例   
  骨 1例   
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表 3. 
 A3にて T-47Dに比べ 2倍以上の発現上昇があり、IPAにて“AR”かつ “Cancer” に
関連があるとされた遺伝子リスト 
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表 4. AI耐性再発乳癌の初発時・再発時の免疫組織化学結果 
 
 
 原発組織 再発組織 
ER    陽性 
陰性 
21 16 
0 5 
PgR   陽性 
陰性 
17 14 
4 7 
AR    陽性 
       陰性 
12   13 
9 8 
PSA   陽性 
陰性 
0 2 
21 19 
HER2 score  0 
1+ 
2+ 
3+ 
6 11 
9 9 
5 1 
1 0 
Ki67 (%) 中央値 14.6(6-40.2) 中央値 17.6（1.7-73） 
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表 5. 全 21例の初発・再発時の免疫組織化学結果  
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